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PROCEDE DE FABRICATION DE MORPHOLINO -NUCLEOTIDES , ET 
UTILISATION DE CEUX-CI POUR L' ANALYSE ET LE MARQUAGE DE 
SEQUENCES D'ACIDES NUCLEIQUES 

DESCRIPTION 

5 Domaine technique 

La presente invention a pour objet la 
fabrication de fragments d'acides nucleiques (ADN ou ARN) 
allonges enzymatiquement au moyen de morpholino- 
nucleosides triphosphates. Cette elongation peut etre 
10 utilisee pour 1' analyse de sequences d'acides nucleiques 
par incorporation de ces derives dans des chaines 
d'acides nucleiques ainsi que le marquage enzymatique et 
1' immobilisation ou la detection de sequences. 

Ces morpholino-nucleosides triphosphates 
15 peuvent encore etre utilises avec une molecule 
supplementaire pouvant jouer divers roles dans de 
nombreuses applications . 

Etat de la technique anterieure 

La methode la plus repandue pour analyser les. 

20 sequences . des acides nucleiques est la technique 
enzymatique dite de terminaison de chaine, developpee par 
Sanger et al dans Proceedings of National Academy of 
Science, 74, 1977, p. 5463-5467 [1]. Elle repose sur les 
proprietes qu'ont les ADN polymerases-ADN dependantes de 

25 creer des polymeres d'ADN complementaires de la sequence 
d'un brin d' ADN servant de matrice, a partir d' un melange 
de monomeres de nucleosides triphosphates naturels. Le 
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procede consiste, a partir du brin d'ADN a analyser, a 
faire une serie d' exemplaires du brin complementaire en 
ajoutant au milieu reactionnel classique des molecules 
appelees « terminateurs de chaines », puis a analyser la 
5 longueur des brins neoformes pour determiner la sequence 
des bases de la matrice. Le principe de la methode est 
explique dans le tableau 1 qui suit. 



Sequence a analyser (matrice de la polymerase) 

3* HO-ApTpGpCpApApTpCpCpGpApTpGpApCpTpGpApGpCpCpApTpCpG 5' 

Amorce -|- 
5' TpApCpGpTpTpApGpGpC-OH 3' 

3* HO-ApTpGpCpApApTpCpCpGpApTpGpApCpTpGpApGpCpCpApTpCpG 5' 
5' TpApCpGpTpTpApGpGpC-OH 3 f 



Tableau 1 



ADN polymerase 




O O O 
II II It 
HO-P-O-P— O-P- 



OH 



OH 



OH 




OH 



5* Thymidine triphosphate 



5' TpApCpGpTpTpApGpGpC 3' 



II 

O-P-' 



OH 




OH 



10 
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Ce tableau 1 illustre ce qui se produit 
lorsque l'on met en presence l'ADN polymerase, une amorce 
constitute par un oligonucleotide de taille reduite, 
generalement inferieure a 25 bases, et le melange des 
quatre nucleosides triphosphates naturels avec le brin 
d'ADN dont on veut determiner la sequence, qui constitue 
la matrice. L' amorce correspond au debut de la sequence 
complementaire du brin d'ADN a analyser. A partir de 
cette amorce, qui spontanement entre en interaction avec 
la sequence complementaire du brin d'ADN a analyser 
(hybridation), 1' enzyme incorpore des nucleotides 
complementaires de la matrice pour construire par 
elongation-polymerisation un nouveau brin d'ADN, copie 
complementaire de cette derniere. Les nouveaux 
nucleotides sont incorpores exclusivement a partir de 
l'extremite 3' -OH terminale de la chaine en croissance, 
de maniere sequentielle et en respectant les regies de 
complementarite entre bases de Watson & Crick. Une 
thymine est incorporee dans le brin neoforme par 
complementarite avec une adenine presente dans le brin 
servant la matrice, une guanine est incorporee en 
complementarite d'une cytosine et reciproquement . Si tous 
les composes necessaires sont fournis en quantite non- 
limitante, 1' enzyme catalyse la polymerisation du brin 
forme jusqu'a ce que ce dernier represente la totalite du 
brin complementaire parfait de la matrice. 

Par contre, si l'on rajoute au milieu 
reactionnel une . molecule qui est reconnue par la 
polymerase mais qui ne presente pas d'extremite 3' -OH 
terminale libre, chaque fois que cette molecule sera 
incorporee, le travail de polymerisation de 1' enzyme sera 
interrompu parce que la chaine ne pourra plus croitre a 
cause de 1' absence de site disponible pour ancrer un 



4 

nouveau nucleotide (creation de brins neoformes 
interrompus) . C'est ce qui est illustre dans le tableau 2 
qui suit avec la 3' desoxythymidine, 5' -triphosphate . 

5 Tableau 2 



Sequence a analyser (matrice de la polymerase) 

3' HO-ApTpGpCpApApTpCpCpGpApTpGpApCpTpGpApGpCpCpApTpCpG 5' 

Amorce 

5' TpApCpGpTpTpApGpGpC-OH 3' 



3* HO-ApTpGpCpApApTpCpCpGpApTpGpApCpTpGpApGpCpCpApTpCpG 5' 
5' TpApCpGpTpTpApGpGpC-OH 3' 



ADN polymerase 



O O 
II II 
HO-P-O-P-O-P- 

OH OH OH 



HaCyl N .H 



3' desoxythymidine,5'triphosphate 
O 



O 

ll 

5' TpApCpGpTpTpApGpGpC 3" O-P- 

OH 




La chaine neosynthetisee ne comporte plus de 3' OH 
necessaire a la fixation du nucleotide suivant... 



En utilisant ce derive de thymidine que l'on 
10 appellera « terminateur de chaine T » a une concentration 
adequate, on obtient pour une matrice donnee, une serie 
de brins d' ADN dont la taille est fixee statistiquement 
par la position des adenines de la matrice. Le resultat 



B 13231.3 MDT 



obtenu est illustre dans le tableau 3. La sequence de la 
matrice est ecrite dans la premiere ligne, la sequence 
des brins neoformes crees avec le terrninateur de chaine T 
(note S) est ecrite dans les lignes suivantes. 



Tableau 3 



CCGACCTCTGAT C A G -5' 



MATRICE 

3- A T G C A T T 

COPIES DE LA MATRICE 
5'- S 

5'- T A C G S 

5-TACGTAAGGCS 

5-TACGTAAGGC TGGAGACS 
5-TACGTAAGGCTGGAGACTAGS 



Dans cet exemple, la matrice comporte 
5 adenines dans la zone qui est detaillee, l'ADN 
10 polymerase pourra done produire 5 brins neoformes 
interrompuS/ de longueurs dif ferentes. 

II suffit ensuite d' analyser ce melange par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide en milieu 
denaturant pour determiner la longueur de chacun des 
15 brins obtenus en utilisant le terrninateur de chaine T. La 
taille des brins neoformes interrompus permet de deduire 
la position des adenines sur la matrice. 

En recommengant trois fois cette experience 
avec respectiventent des produits terminateurs de chaines 
20 A, G et C, on obtient au total quatre series de fragments 
d'ADN dont la longueur permet de determiner la sequence 
entiere du brin matrice. 

La technologie du sequengage des ARN repose 
sur les memes principes, la difference etant que 1' enzyme 
25 employee est une transcriptase inverse (ou ADN 
polymerase-ARN dependante) . 
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Les produits les plus utilises comme 
terminateurs de chaine pour arreter 1' action des ADN 
polymerases sont des 2' , 3' -didesoxynucleosides 

triphosphates de formule : 

o o o 

HO P O 

OH 

5 

dans laquelle B represente l'une des bases nucleiques A, 
C, G ou T, comme il est decrit dans le document [1] . 

La structure de ces produits comparee a celle 

10 des nucleosides triphosphates naturels montre 1' absence 
de la fonction hydroxyle en position 3' qui sert de 
position d' attache du nucleotide suivant. 

La synthese chimique des 2' , 3' -didesoxy- 
nucleotides est realisee selon un protocole long et 

15 fastidieux comportant trois grandes etapes. Dans le cas 
de la guanine, la premiere etape de ce processus est la 
protection de la fonction amine exocyclique de la guanine 
et de la fonction hydroxyle primaire en 5' du sucre. On 
realise ensuite la suppression de la fonction hydroxyle 

20 en 3' , par elimination puis par reduction de la double 
liaison 2' -3' generee. La derniere etape est la 
preparation du derive triphosphate. 

D'autres terminateurs de chaine ont ete 
decrits dans le document WO-A-96/23807 [2]. Ce sont les 

25 5' -triphosphates des arabinonucleosides , des 3'-fluoro- 
2' , 3' -didesoxynucleosides, les 3' -azido-2 ' , 3 ' - 

didesoxynucleosides ou les 3' -amino-2 7 , 3' -didesoxy- 
nucleosides. Leur synthese est tout aussi laborieuse. 
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A 1'origine de la methode de Sanger, la 
visualisation des fragments d'ADN synthetises se faisait 
par marquage radioactif au 32 P en 5' de 1' amorce utilisee 
pour initier la polymerisation du brin complementaire . 
5 Une modification a ete apportee en utilisant des amorces 
porteuses d'un fluorophore. . Cette amelioration porte 
uniquement sur la facilite d'emploi, puisqu'elle supprime 
1' utilisation de matieres radioactives, mais il faut 
tou jours realiser quatre reactions de sequengage, chacune 

10 utilisant un terminateur de polymerisation different 
(terminateur A, G, T. ou C) - - 

Un nouveau pas a ete franchi avec l'emploi de 
terminateurs de sequences porteurs de fluorophores sur 
leur base nucleique, comme il est decrit par Prober et 

15 al, dans Science, 238, 1987, pages 336-341 [3]. 

Dans ces conditions, le marquage des brins 
neo-synthetises n'est plus fait avant la reaction de 
sequengage, mais directement au moment de 1' incorporation 
du terminateur de sequence. En prenant soin de choisir un 

20 fluorophore presentant des proprietes optiques 
differentes pour chaque base de l'ADN, le protocole 
experimental a ete tres fortement simplifie. On ne 
pratique plus qu'une seule reaction avec les quatre 
terminateurs en melange. De ce fait, a partir d'un unique 

25 canal d' electrophoreses on distingue les quatre 
nucleotides de la sequence grace aux longueurs d'ondes 
d' emission differentes des quatre terminateurs. 

Cette simplification dans le protocole 
d' analyse n'a pas que des avantages. En effet, les 

30 fluorophores sont greffes directement sur la base. Cette 
modification structurale, localisee au voisinage direct 
des sites de liaisons hydrogene regissant la 
reconnaissance entre les bases, entraine une diminution 
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de la reconnaissance par les enzymes. Pour compenser 

cela, une augmentation de la concentration des 

terminateurs est preconisee, qui conduit a une tres 

grande consommation de la matiere premiere ayant une tres 

5 forte valeur ajoutee. De plus, la synthese de ces 
molecules est toujours aussi delicate. 

Expose de 1' invention 

10 La presente invention a notamment pour objet 

1' utilisation, dans un procede de sequengage de ce type, 
de terminateurs de chaines constitues par des analogues 
de nucleosides triphosphates plus facile a synthetiser, 
qui permettent de plus de realiser un marquage efficace 

15 sans modifier les bases nucleiques. 

Aussi, 1' invention a pour objet un procede de 
sequengage d' un acide nucleique (ADN ou ARN) par la 
technique de polymerisation enzymatique de la sequence 
complementaire de cet acide nucleique en utilisant des 

20 terminateurs de chaines, dans lequel au moins l'un des 
terminateurs de chaines a pour precurseur un compose 
repondant a la formule : 



25 



HO- 



OH 



OH 



OH 



(I) 



i 

R 2 

dans laquelle R 1 represente une base nucleique et R 2 
represente un groupe repondant a l'une des formules 
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suivantes : 

" (CH 2 ) n"NH 2 - (CH 2 ) n -SH 

- (CH 2 ) n-COOH " (CH 2 ) n-OH 

- (CH 2 ) n-NH-R 3 - (CH 2 ) n -SR 3 
5 -(CH 2 ) n -CO-R 3 -(CH 2 ) n -OR 3 

dans lesquelles n est un nombre entier allant de 1 a 12 
et R 3 est un groupe derive d'un marqueur, d'une proteine, 
d'une enzyme, d'un acide gras ou d'un peptide. 

10 Les terminateurs de chaines utilises dans ce 

procede sont des derives de nucleotides comportant une 
base nucleique R 1 qui permet la reconnaissance par les 
polymerases et les transcriptases, et le respect des 
regies de complementarites de Watson et Crick. 

15 Les bases nucleiques utilisees pour R 1 peuvent 

etre naturelles ou synthetiques . Les bases naturelles 
sont generalement choisies parmi 1' adenine, la guanine, 
la cytosine, la thymine, l'uracile, la xanthine, 
1' hypoxanthine, la 2-aminopurine et leurs derives. 

20 Les bases synthetiques sont des analogues ou 

des derives des bases nucleiques naturelles, qui sont 
capables d'interagir avec les bases naturelles. 

De preference, R 1 repond a l'une des formules 

suivantes : 

25 




T C A G 
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Dans les derives nucleotides de formule (I), 
la partie osidique est remplacee par une morpholine 
convenablement substitute comportant : 

1°) Une fonction hydroxymethyle voisine de 
5 l'oxygene cyclique, esterifiee par un groupement acide 
triphosphorique . Cette partie de la molecule mime la 
partie 4', 5' des nucleotides et permet la fixation par 
la polymerase ou la transcriptase a la chaine d'ADN ou 
d'ARN en croissance. 

10 2°) Une fonction amine substitute par R2, qui 

peut eventuellement permettre le greffage d'un 
chromophore ou d'un groupe biologiquement actif et 
surtout, qui interdit 1' attachement d'un autre nucleotide 
(interruption de la polymerisation) - 

15 Par rapport aux derives classiquement utilises 

dans la methode de Sanger tels que ceux decrits dans les 
document [1], [2] et [3], ces composes peuvent etre 
synthetises en une seule etape directement a partir des 
ribonucleosides triphosphates, comme on le verra ci- 

20 apres . 

L' interet de ces composes reside dans le tres 
grand choix de groupes R 2 ( substituants du cycle 
morpholine) utilisables qui permettent de f onctionnaliser 
ce cycle. Des fonctions telles que des acides, amines, 
25 thiols ou ethers peuvent etre ajoutees et permettront le 
greffage de composes chimiques varies, notamment de 
marqueurs utiles pour 1' identification des fragments 
d'ADN ou d'ARN. 

3 

Les marqueurs utilises pour R peuvent etre 
30 choisis dans un ensemble tres vaste de molecules connues 
pour le marquage de nucleotides. lis peuvent etre choisis 
par exemple parmi les produits radioactifs, les produits 
luminescents, electroluminescents et f luorescents, les 
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molecules capables de se coupler a d'autres molecules, 
les molecules autorisant des interactions de type 
antigene-anticorps, et les marqueurs enzymatiques . 

De preference, pour le sequengage des acides 
5 nucleiques, R 3 est un fluorophore, par exemple, choisi 
parmi tous les derives de la fluoresceine ou de la 
rhodamine. On peut aussi utiliser ceux de la biotine. En 
particulier, seront choisis ceux des derives utilises 
pour le marquage des acides nucleiques. 
10 Des derives de nucleosides dans lesquels la 

partie osidique du nucleoside a ete remplacee par une 
morpholine, ont deja ete synthetises dans 1'art 
anterieur, comme il apparait dans les documents 
suivants : 

15 - Hileman et al, Bioconjugate Chemistry, 5, 1994, 

pages 436-444 [4 ] , 

- Broker et al, Nucleic Acids Research, 5, 1978, 
pages 363-385 [5] , 

- Agrawal et al, Nucleic Acids Research, 14, 1986, 
20 pages 6227-6245 [6], 

- FR-A- 2 710 068 [7] , et 

- Rayford et al, Journal of Biological Chemistry, 
260, 1985, pages 15708-15713, [8J. 

Les derives de nucleosides du document [4] 
25 comportent un cycle morpholino qui est substitue par une 
fluoresceine ou une rhodamine. lis sont utilises pour 
1' etude de proteines et non comme terminateurs de chaine 
dans un procede de sequengage d' acides nucleiques. 

Leur fabrication differe du processus que nous 
30 rapportons, car le fluorophore est incorpore directement 
sur le cycle morpholine. La technique que nous decrivons 
fait appel a une etape de purification intermediaire qui 
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nous a permis d'isoler et de parf aitement caracteriser le 
produit final, au contraire de Hileman et al. 

Dans le document [5], il s'agit d'ARN de 
transfert modifie a son extremite 3' par un derive de 
5 nucleoside comportant un cycle morpholine substitue par 
une biotine. Ce produit est utilise comme marqueur 
chimique des ARN de transfert pour etudier la 
localisation chromosomique des genes des ARN de 
transfert. 

10 Dans le document [6], il s'agit d'un 

oligonucleotide comportant un cycle morpholine couple a 
une biotine, qui est utilise comme sonde pour la 
detection et l'isolement de genes specif iques . 

Le document [7] decrit des derives de 

15 nucleosides comportant un cycle morpholine substitue. lis 
sont utilises pour la preparation d'anticorps diriges 
contre un haptene fixe au cycle morpholine du derive de 
nucleoside. 

Le document [8] illustre une 

20 morpholinoadenosine substitute par CH 2 COOH, utilisee pour 
la chromatographie d'af finite. 

Ainsi, aucun de ces documents ne concerne 
1' utilisation de derives de nucleotides tels que ceux de 
1' invention, comme terminateurs de chalnes, dans un 
25 procede de sequengage d'acides nucleiques selon la 
methode de Sanger. 

Les derives de nucleotides utilises dans le 
procede de 1' invention, peuvent etre prepares en une 
seule etape, directement a partir. des ribonucleosides 
30 triphosphates selon le schema reactionnel suivant 
illustre avec R 1 representant 1' adenine. 
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o o o 

{i n 

HO' I ^O'' I ^O^ I 
OH OH OH 




N-H 



O O O 

P P P 
HO^ I ^O" I ^O" I ^O- 
OH OH OH 




N-H 



1°) Nal04 



2°) FTNH 2 
3°) BH 4Na 



10 



15 



Ce procede est du meme type que les procedes 
decrits dans les documents [6] et [7] pour former le 
cycle morpholino. 

On peut aussi preparer les derives de 
nucleotides de formule (I) a partir des morpholino- 
nucleosides et introduire ensuite le groupe triphosphate 
en utilisant le protocole d' Eckstein, comme il est decrit 
par Ludgwig et al dans J. Org. Chem. 54, 1989, pages 
631-635 [9] . 

Les enzymes utilisables pour la polymerisation 
enzymatique peuvent etre ceux decrits ci-dessous. 

Selon 1' invention, le procede de preparation 
de morpholino-nucleotides de formule (I) comprend la 
reaction d' un nucleoside triphosphate de formule : 



20 



25 



HO- 



OH 



OH 



OH 




dans laquelle R 1 a la signification donnee ci-dessus, avec 

2 

un periodate, un compose de formule R NH2 dans laquelle 
2 

R a la signification donnee ci-dessus et du borohydrure 
de sodium. 
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L 7 invention concerne egalement l 7 utilisation 
des morpholino-nucleotides de formule (I) pour le 
marquage en 3' de fragments d'acide nucleique (ADN ou 
ARN) par incorporation enzymatique d'un morpholino- 
5 nucleotide de formule (I) a l'extremite 3' OH du fragment. 

1/ enzyme utilisee peut etre le fragment de 
Klenow de 1' ADN polymerase, et on utilise alors une 
matrice ou template pour fixer le morpholino-nucleoside 
sur le fragment d'acide nucleique qui sert d' amorce. 

10 L' enzyme utilisee peut aussi etre une 

polymerase thermoresistante d'une bacterie thermophile ou 
la terminal transferase ou la transcriptase inverse. 

Les fragments d'ADN ou d'ARN ainsi marques 
sont utilisables pour bloquer toute ligation ulterieure 

15 et assurer une protection contre les exonucleases, ainsi 
que pour detecter des fragments d' ADN ou d'ARN. 

On peut encore utiliser les morpholino- 
nucleotides de formule (I) pour modifier un fragment 
d' ADN ou d'ARN en. incluant a l'extremite 3' de celui-ci 

20 un morpholino-nucleotide de 1' invention comprenant en R 3 
un compose choisi parmi les photoreticulants par exemple 
pour reticulation sur ADN ou sur un support quelconque ; 
les acides gras, les peptides hydrophobes et les 
anticor.ps par exemple pour faciliter la penetration dans 

25 les cellules ; et les enzymes ou parties d' enzymes telles 
que les phosphatases alcalines, les peroxydases, les 
acetylcholinesterases pour la detection, et les enzymes 
de restriction pour le clivage de l 7 ADN vicinal. 

Comme precedemment 1' incorporation de ce 

30 morpholino-nucleotide modifie est effectuee par voie 
enzymatique. Les bases azotees, les marqueurs et les 
enzymes utilisables peuvent etre les memes que ceux 
precites. 
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D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaitront mieux a la lecture de la 
description qui suit d'exemples de realisation, donnes 
bien entendu a titre illustratif et non iimitatif, en 
5 reference au dessin annexe. 

Breve description des figures 

La figure 1 est un diagramme illustrant les 
resultats obtenus pour le sequengage d'ADN plasmidique 
avec le terminateur de chaine de 1' invention (courbe en 
10 trait plein) et avec le terminateur de chaine de l'art 
anterieur (courbe en tirets) . 

La figure 2 est un diagramme illustrant les 
resultats obtenus en testant les morpholino A putrescine 
(MATPP) et morpholino A fluoresceine (MATPPF) en 
15 sequengage. 

La figure 3 est un schema illustrant le 
resultat sur gel de polyacrylamide d'un test permettant 
de suivre 1 1 allongement d ! un oligonucleotide A et 
1 1 incorporation de morpholino A putrescine. 

2 0 Expose detail le des modes de realisation 

Les exemples 1 a 4 qui suivent, illustrent la 
synthese de morpholino-nucleotides de formule (I). 
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Exemple 1 : Synthese de la 4- (carboxymethyl) -2- (adenosin- 
9-yl) -6- (hydroxymethyl)morpholine- 6- triphosphate 
(morpholino A glycine) . 

Cette morpholino A glycine repond a la formule 
5 (I) dans laquelle R 1 est 1' adenine et R 2 est le groupe 
-CH 2 -C0OH. 

Dans cet exemple, toutes les reactions sont 
conduites a la temperature ambiante, sous agitation 
magnetique, dans un ballon de 50 mL. 

10 On dissout 1,000 g, (1,8 mmol, 1 eq.) de 5'- 

adenosine triphosphate dans 10 mL d'eau, puis on ajoute 
1 eq. de periodate de sodium (388 mg, 1,8 mmol). La 
solution est alors agitee pendant 35 minutes. 

La glycine (682 mg, 9,1 mmol, 5 eq.) en 

15 solution dans 2 mL d'eau (pH = 9,5-10) est ajoutee et 
l'on remonte le pH de la solution a 9,5-10 avec du 
carbonate de potassium solide. La solution est agitee 
pendant 55 minutes. Le melange reactionnel jaunit. 

Du borohydrure de sodium (au total 166 mg, 

20 4,4 mmol, 2,5 eq.) est ajoute en six fractions 
equivalentes, chacune dissoute dans 0,2 mL d'eau. Apres 
ajout de la premiere, on note un degagement gazeux. Les 
autres fractions, chacune dissoute juste avant ajout, 
sont additionnees toutes les heures. 

25 Apres une nuit, la solution est neutralisee 

par ajout d'acide formique 1M jusqu'a pH 4-5, puis elle 
est evaporee. 

Une analyse par chromatographie en polarite de 
phase inversee sur une colonne Merck LiChrocart 125-4 
30 LiChrospher 100 RP-18 ( "endcapped" , 5 pm, 125x4 mm) en 
utilisant un debit de 1 mL/min et l'eluant acetate de 
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triethylammonium TEAA 25mM/methanol MeOH [98/2], indique 
un rendement de 40 % (k' = 3,85). 

Purification : elle est faite par chromatographie 
liquide a haute performance (HPLC) preparative en 
5 utilisant une colonne Macherey Nagel Nucleosil 7 C-18 
7 jam, 2 50x21 mm) avec un debit de 8 mL/min et du 
bicarbonate de triethylammonium TEAB 25mM, comme eluant. 

Caracterisation : 

- RMN X H : 8 (ppm) : 8,47 (s, 1H, H2), 8,37 (s, 

10 1H, H8), 6,26 (dd, 1H, HI'), 4,54(m, 1H, H4 ■ ) , 4,28 (m, 

1H, H5"), 4,22 (m, 1H, H5 • ) , 3,70 (m, 1H, H2 ' ) , 3,68 (s, 

2H, CH 2 -Glycine) , 3,41 (m, 1H, H2"), 3,45 (m, 1H, H3'), 
3,30 (m, 1H, H3"), 

- RMN 13 C : 5 (ppm) : 152,7 (C2) , 140,5 (C8) , 78,6 
15 (CI'), 74,1 (C4 1 )/ 66,4 (C5 • ) , 60,6 (CH 2 ) , 54,5 (C2 1 ), 

53,6 (C3 f ) 

- RMN 31 P : 6 (ppm) : -6,44 (d, IP, yP) , -11,68 (d, 
IP, aP), -22,11 (t, IP, pP) 

- Spectrometrie de masse : MH~ = 547,04 g.mol" 1 

20 Les trois autres morpholino-nucleotides avec 

R 1 representant la thymine, la guanine et la cytosine 
peuvent etre synthetises de maniere analogue. 

Example 2 : Synthese de la 4- (aminobutyl) -2- (adenosin-9- 
2 5 yl) -6- (hydroxymethyl)morpholine-6- triphosphate 
(morpholino A putrescine) . 

Cette morpholino A putrescine repond a la 
formule (I) avec R 1 representant 1' adenine et R 2 
representant le groupe -(CH 2 )4-NH2. 
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Toutes les reactions sont conduites a la 
temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
ballon de 100 mL. 

La 5' -adenosine triphosphate (500 mg, 
5 0,9 mmol, 1 eq.) est dissoute dans 10 mL d'eau, puis est 
additionnee de 1 eq. de periodate de sodium (194 mg, 
0,9 mmol). La solution est alors agitee pendant 
45 minutes. 

La putrescine (456yL, 4,5 mmol, 5 eq.) est 
10 ajoutee. La solution est agitee pendant 45 minutes. Le 
melange reactionnel jaunit. 

Un sixieme de borohydrure de sodium (au total 
86 mg, 2,3 mmol, 2,5 eq. ) dissous dans 0,1 mL d'eau est 
ajoute a la solution. On note un degagement gazeux. Les 
15 autres sixiemes, chacun dissous juste avant ajout, sont 
additionnes toutes les heures. 

Apres une nuit, la solution est neutralisee 
par ajout d'acide formique 1M jusqu'a pH4-5, puis elle 
est evaporee. 

20 On effectue une analyse par chromatographic en 

polarite de phase inversee sur colonne IXIerck LiChrocart 
125-4 LiChrospher 100 RP-18 ( "endcapped" , 5 pm, 125x4mm) 
avec un debit de 1 mL/min, en utilisant comme eluant un 
gradient TEAB 25mM/MeOH, dans les conditions suivantes : 

25 



t(min) 


TEAB (%) 


MeOH (%) 


0 


97 


3 


2 


97 


3 


10 


90 


10 


15 


90 


10 


17 


97 


3 
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Cette analyse indique un rendernent de 67% 

(k'=3, 81} . 

On purifie le produit par HPLC semi- 
preparative sur la colonne Phenomenex Ultremex 5-C18 
(250x10 mm) avec un debit de 4 mL/min, et en utilisant 
comme eluant un gradient TEAB 25 mM/MeOH, dans les 
conditions suivantes : 



t(min) 


TEAB (%) 


MeOH (%) 


0 


95 


5 


3 


95 


5 


8 


90 


10 


10 


95 


5 



Caracterisation : 

- RMN *H : 8 (ppm) : 8,44 (s, 1H, H2), 8,33 
(s, 1H, H8), 6,06 (dd, 1H, HI'), 4,35(m, 1H, H4 ' ) , 4,22 
(m, 2H, H5', H5"), 3,39 (d, 1H, H2 • ) , 3,22 (t, 1H, H3"), 
3,14 (s, 2H, CH 2 putrescine), 2,92 (t, 1H, H2 ' ) , 2,74 (s, 
2H, CH 2 putrescine), 2,54 (t, 1H, H3 ' ) , 1,78 (s, 4H, 
(CH2>2 putrescine). 

- RMN 31 P : 8 (ppm) : -8,45 (dd, IP, yP) , 
-13,25 (dd, IP, ccP), -24, 20 (t, IP, pP) 

- Spectrometrie de masse : MH* = 561,92 g.mol -1 
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Exemple 3 : Synthese de la 4- [5 ( (2-aiainobutyl) - 
thioureidyl) fluorescein) ] -2- (adenosin-9-yl) -6- (hydroxy- 
methyl) -morpholine- 6 -triphosphate (morpholino A pu- 
trescine-fluoresceine) . 

5 Ce compose repond a la formule (I) avec R 1 

representant 1' adenine, et R 2 representant (CH 2 )4NHR 3 ou R 3 
est la fluoresceine. 

Toutes les reactions sont conduites a la 
temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
10 ballon de 100 mL, 

On ajoute en trois fois et progressivement a 
200 mg (0,3 mmol, 1 eq. ) de la Morpholino A putrescine de 
1' exemple 2, dans un melange eau/pyridine (1/1), 184,9 mg 
(0,5 mmol, 1,5 eq. ) de fluoresceine isothiocyanate . Le 
15 milieu est agite pendant 48 heures avant d'etre evapore a 
sec . 

Une analyse par chromatographie en polarite de 
phase inversee sur la colonne Merck LiChrocart 125-4 
LiChrospher 100 RP-18 ( "endcapped" , 5 pm, 125x4 mm), avec 
20 un debit de 1 mL/min en utilisant comme eluant : TEAA 
25mM/MeOH [97/3], indique un rendement d'environ 48% 
(k'=7, 51) . 

Purification : elle est faite par chromatographie "flash" 
25 sur une colonne de silice a polarite de phase inversee 
018 (Econosil prep 90, Alltech, France). L'eluant est un 
gradient eau/MeOH . 

Caracterisation : 

30 - RMN 1 H : 5 (ppm) : 8,57 (s, 1H, H2), 8,31 (s, 

1H, H8), 8,20-6,65 (9H, fluoresceine), 5,79 (dd, 1H, 
HI'), 4,25(m, 1H, H4 ' ) , 4,11 (m, 2H, H5 1 , H5"), 3,60 (s, 
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2H, CH 2 putrescine) , 3,12 (d, 1H, H3") , 2,93 (d, 1H, H2"), 
2,81 (m, 1H, H2'), 2,59 (m, 2H, CH 2 putrescine) , 2,50 (dd, 
1H, H3'), 1,79 (s, 2H, CH 2 putrescine), 1,62 (m, 2H, CH 2 
putrescine) 

5 - RMN 31 P : 8 (ppm) : -8,45 (dd, IP, yP) , -13,25 

(dd, IP, aP), -24,20 (t, IP, pP) 

Spectrometrie de masse : MH~ = 949,2 g.mol" 1 



Exemple 4 : Syn these de la 4- (carboxymethyl) -2- (thymidin- 
10 9-yl) -6- (hydroxymethyl)morpholine-6-tr±phosphate 
(morpholinoT glycine) . 

Ce compose repond a la formule (I) avec R 1 

2 

representant la thymine et R representant le groupe 
-CH2-COOH. 

15 Dans cet exemple, on prepare tout d'abord le 

morpholino-nucleoside, puis on le transforme en 
triphosphate . 

a) Preparation du morpholino-nucleoside de la 
20 ribothymidine . 

Toutes les reactions sont conduites a la 
temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
ballon de 250 mL. 

La ribothymidine (3,500 g, 13,5 mmol, 1 eq) 
25 est dissoute dans 35 mL d'eau, puis est additionnee de 
1 eq. de periodate de sodium (2,900 g, 13,5 mmol). La 
solution est alors agitee pendant 45 minutes. 

La glycine (5,089 g, 67 r 8 mmol, 5 eq) dans 
35 mL d'eau (pH = 9,5-10) est ajoutee et le pH de la 
30 solution est remonte a 9,5-10 avec du carbonate de 
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potassium. La solution est agitee pendant une heure et 
45 minutes, Le melange reactionnel jaunit. 

Un sixieme de borohydrure de sodium (au total 
1,280 g, 33,8 mmol, 2,5 eq) dissous dans 3,5 mL d'eau est 
5 ajoute a la solution. On note un degagement gazeux. Les 
autres sixiemes, chacun dissous juste avant ajout, sont 
additionnes toutes les heures. 

Apres une nuit, la solution est neutralisee 
par ajout d'acide formique 1M jusqu'a pH4-5, puis elle 
10 est evaporee. 

Une analyse par chromatographie en polarite de 
phase inversee sur colonne Merck LiChrocart 125-4 
LiChrospher 100 RP-18 ( "endcapped" , 5pm, 125x4 mm), avec 
un debit de 1 mL/min, en utilisant comme eluant : TEAA 
15 25mM/MeOH [99/1], indique un rendement de 32% (k ! =8,83). 

Purification : elle est faite par chromatographie "flash" 
sur une colonne de silice a polarite de phase inversee 
C-18 (Matrex, Amicon) . L'eluant est de l'eau. 

20 

Caracterisation : 

- RMN X H : 5 (ppm) : .7,77 (s, 1H, H6) , 5,92 (dd, 
1H, HI 1 ), 4,07(m, 1H, H4 1 ), 3,77 (m, 2H, H5 1 , H5"), 3,22 
(s, 2H, CH 2 glycine), 3,13 (dd, 1H, H2"), 2,99 (dd, 1H, 
25 H3"), 2,51 (t, 1H, H2 ' ) , 2,34 <t, 1H, H3 - ) , 1,98 '(s, 3H, 
CH 3 base) 

b) Preparation du morpholino-nucleoside 
monophosphate de la ribothymidine 
30 A 342 mg d 1 imidazole (5,0 mmol, 3 eq) seches 

au dessicateur puis repris dans 5 mL de pyridine 
rigoureusement anhydre, sont additionnes 234 jaL 
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d' oxychlorure trichlorure de phosphore (2,5 mmol, 
1,5 eq. ) . Le melange est place sous agitation pendant 
30 minutes sous air sec. 

Parallelement , 500 mg de la 

5 morpholinothymidine (1/7 mmol, 1 eq.) obtenue en a) sont 
seches 3 fois dans la pyridine, puis repris dans 5 mL de 
pyridine anhydre . 

Le melange imidazole/POCl 3 /pyridine sous argon 
est additionne a la solution de morpholinonucleoside et 

10 1' ensemble est place sous agitation pendant 48 heures a 
temperature ambiante. Puis 100 jiL d'eau sont ajoutes en 
prenant soin de refroidir le ballon reactionnel dans un 
bain de glace. Le melange reactionnel est evapore a sec 
puis repris 2 fois avec de l'eau et evapore afin 

15 d'eliminer la pyridine. 

Une analyse par chromatographie en polarite de 
phase inversee sur colonne Macherey Nagel Nucleosil 
5 C-18 (7 pm, 120x3 mm), a un debit de : 1 mL/min, en 
utilisant comme eluant : TEAA 25mM-MeOH [97/3], indique 

20 un rendement de 33% <k'=0,62). 

Purification : elle est faite par HPLC 
H : colonne Macherey Nagel Nucleosil 
250x21 mm) a un debit de 5 mL/min en 
2 5 comme eluant. 

Caracterisation : 

- RMN 1 H : 5 (ppm) : 7,80 (s, 1H, H6) , 5,95 
(dd, 1H, HI')/ 4,19(m, 1H, H4 ' ) , 3,94 (t, 2H, H5\ H5"), 
30 3, 28 (s, 2H, CH 2 glycine), 3,24 (m, 1H, H2"), 3,10 (m, 1H, 
H3"), 2,53 (t, 1H, H2 ! ), 2,39 (t, 1H, H3 1 ) , 2,00 (s, 3H, 
CH 3 base) 



preparative sur 
7 C-18 (7 pm, 
utilisant l'eau 
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- RMN 31 P : 8 (ppm) : 1,74 (s) 

c) Preparation du morpholino-nucleoside 
triphosphate de la ribothymidine . 
5 1/097 g de carbonyldiimidazole (6,7 mmol, 

5 eq. ) dissous dans 5 mL de dimethylf ormamide anhydre 
sont additionnes au sel de tributylammonium du 
morpholinonucleoside monophosphate de la thymine obtenue 
en b) (511 mg, 1,3 mmol, 1 eq. ) dissous dans 3 mL de 

10 dimethylf ormamide anhydre. Le melange est place sous 
agitation a temperature ambiante pendant cinq heures. 
L'exces de carbonyldiimidazole est detruit par ajout de 
436 jiL de methanol (10,8 mmol, 8 eq.). Apres 30 minutes, 
5 equivalents de pyrophosphate de tributylammonium 

15 (3, 008 g, 6,7 mmol) en solution dans 5 mL de 
dimethylf ormamide sont ajoutes. Le melange est place sous 
agitation pendant deux jours, puis le melange reactionnel 
est filtre et evapore a sec. 

Une analyse par chromatographic en polarite de 

20 phase inversee est effectue sur une colonne SFCC PVDI 
31 (5 pm, 100x4,6 mm), a un debit de 1 mL/min, en 
utilisant comme eluant un gradient de formiate d' ammonium 
(FA) , dans les conditions suivantes : 



t(min) 


FA 25 mM 


FA 0,9 M 




(%) 


(%) 


0 


100 


0 


10 


100 


0 


40 


0 


100 


41 


0 


100 


43 


100 


0 



Ceci indique un rendement de 27% (k'=13,84). 
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Purification : elle est faite par chromatographic "flash" 
sur une colonne de phase echangeuse d'ions (DEAE 
Sepharose Fast Flow, Pharmacia Biotech), L'eluant est un 
gradient de TEAB (de 25 mM a 0,9 M). 

5 

Caracterisation : 

- RMN X H : 8 (ppm) : 7,74 (s, 1H, H6) , 5,92 (dd, 
1H, HI'), 4,25(m, 1H, H4 1 ) , 4,15 (m, 2H, H5 1 , H5"), 3,81 
(s, 2H, CH 2 glycine), 3,54 (d, 1H, H2"), 3,10 (t, 1H, 

10 H3"), 2,56 (t, 1H, H2'), 2,45 (t, 1H, H3'), 1,95 (s, 3H, 
CH 3 base) 

- RMN 31 P : 5 (ppm) : -10,03 (d, IP, yP) , -10,88 
(d, IP, aP), -22,65 (t, IP, pP) 

- Spectrometrie de masse : MH + = 554,48 g.mol" 1 

15 

Exemple 5 : Utilisation du morpholino T glycine pour 
1 T analyse d'une sequence d'ADN. 

On teste le morpholino T glycine de 1' exemple 
4 en reaction de sequence avec des amorces f luorescentes 
20 (Applied Biosystems, Perkin-Elmer , Foster City, CA, USA) 
sur une matrice standard qui est un ADN plasmidique 
Bluescript (Stratagene, La Jolla, CA, USA). L 1 enzyme 
utilisee est une Taq Polymerase (Perkin-Elmer) que 1 1 on 
utilise dans son tampon (tampon TACS, Perkin-Elmer) . 

25 On effectue deux reactions avec le morpholino 

T glycine a 200 et 500 (tableau 4), ainsi que deux 

reactions temoins (tableau 5) avec le didesoxynucleotide 
T (Boehringer) . 

Le milieu reactionnel d'un volume total de 
30 10 pL contient 125 ng de matrice, 1,25 pmoles d 1 amorce 
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fluorescente et les autres constituants donnes dans les 
tableaux 4 et 5. Le milieu est soumis a des cycles 
thermiques afin de realiser en nombre des molecules de 
brins d'ADN neoformes. Une amplification sur un appareil 
5 Perkin-Elmer 9700 est realisee, selon les sequences 
suivantes : 3 min., 95°C ; 15 cycles (15 sec, 95°C ; 
15 sec, 55°C ; 1 min., 70°C) ; 15 cycles (15 sec, 
95°C ; 1 min., 70°C) . Le produit d ' amplification est 
purifie sur colonne de Sephadex G50. 

10 La migration du produit d 1 amplification obtenu 

dans l'eluat de colonne est faite en gel denaturant (uree 
7M) d'acrylamide de type Long Ranger (6%), en TBE IX, sur 
un appareil Applied Biosystems 377. L 1 electrophorese se 
deroule pendant 12 heures sous 1500 V. 

15 La preparation de la solution stock de 

nucleotides representant ici un melange des quatre 
nucleosides triphosphates naturels, appauvri en thymidine 
triphosphate (appele dTTP mix) est effectuee de la fagon 
suivante. 

20 On melange 2|iL d'une solution 1,25 mM de dTTP 

(Promega) avec 2jiL de dATP 5 mM (Promega), 2|^L de dCTP 
5 mM (Promega) et 2 jiL de dGTP 5 mM (Promega). 



Tableau 4 





Morpholino T glycine 200 \iM 


Morpholino T glycine 500 jiM 


Tampon TACS (x5) 


2 M L 


2jiL 


Z1M13 Primer (JOE) 


1 \xL 


1 M L 


DTTP mix 


1 M L 


1 HL 


Morpholino T glycine 2 mM 


1 til 


2,5 nL 


Taq (3U/nL) 


1 jaL 


1 M L 


Matrice 


1 (iL 


1 nL 


H 2 0 


3jiL 


1,5 nL 
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Tableau 5 





ddTTP 250 nM 


ddTTP 300 nM 


Tampon TACS (x5) 


2 ixl 


2nL 


Z1M13 Primer (ROX) 


1 |A 


1 nL 


DTTP mix 


1nL 


1 nL 


DdTTP 2,5 mM 


1nL 


2.5 nL 


Taq (3U/nL) 


1jiL 


1 nL 


Matrice 


1 M L 


1 >iL 


H z O 


3jiL 


1.5 nL 



On detecte les prociuits des reactions de 
sequence par fluorescence. Les resultats obtenus sont 
5 representes sur la figure annexee qui illustre la 
detection des produits dans le gel de sequengage analyses 
par le logiciel Per kin Elmer Analysis, version 3,0. 

Pour chaque essai, les primers sont 
identif iables par leurs proprietes de fluorescence, le 
10 marqueur ROX (rouge) pour la reaction de controle avec le 
didesoxythymidine triphosphate 250 pm (courbe en tirets) 
et le marqueur JOE (vert) pour la reaction concernant la 
morpholino T glycine 200 pm (courbe en trait plein) . 

Comme le montre la figure, les resultats de 
15 ces tests sont tout a fait concluants puisque le 
morpholino T glycine est bieh incorpore de maniere base 
specifique par la Taq Polymerase, et agit bien comme un 
terminateur de chaine. 

Les trois autres morpholino-nucleotides 
20 peuvent etre employes de la meme maniere pour determiner 
les positions des quatre bases de l'ADN dans le fragment 
a analyser. 
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Exemple 6 : Test des morpholino A putrescine et 
morpholino A fluoresceine en sequengage 

On teste les morpholino A putrescine (MATPP) 
et morpholino A fluoresceine (MATPPF) en reaction de 
5 sequence avec des amorces f luorescentes (Applied 
Biosystems, Perkin-Elmer , Foster City, CA, USA) sur une 
matrice standard qui est un ADN plasmidique Bluescript 
(Stratagene, La Jolla, CA, USA). L 1 enzyme utilisee est 
une Taq Polymerase ( Perkin-Elmer) que l'on utilise dans 
10 son tampon (tampon Thermo Sequenase, Amersham, Life 
Science) - 

On effectue trois reactions de sequence avec 
le MATPP a 100, 200 et 400 jiM et quatre reactions de 
sequence avec le MATPPF a 200, 500, 1000 et 

15 5000 (J-M, ainsi que des reactions temoins avec le 
didesoxynucleotide ddATP a la concentration de 250 pM 
(Boehringer) . 

Le milieu reactionnel d'un volume total de 
10 pL contient 125 ng de matrice, 1,25 pmoles d f amorce 

20 fluorescente et les autres constituants tel que decrit 
dans les tableaux. 

Le milieu est soumis a des cycles thermiques 
afin de realiser en nombre des molecules de brins d'ADN 
neoformes. Une amplification sur un appareil Perkin-Elmer 
25 9700 (Gene Amp®, PCR System 9700) est realisee, selon les 
sequences suivantes : 

MATPP 3 min, 95°C ; 30 cycles (15 sec, 95°C ; 15 sec, 55°C ; 1 min, 70°C) 

MATPPF 3 min, 95°C ; 30 cycles (15 sec, 95°C ; 15 sec, 55°C ; 4 min, 60°C) 

Les produits d ' amplification sont purifies sur 
30 colonne de Sephadex G50. Les produits de chaque reaction 
de sequence sont melanges aux produits d'une reaction 
temoin et analyses par electrophorese. 
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La migration du melange obtenu est faite en 
gel denaturant (uree 7M) d'acrylamide de type Long Ranger 
(6%), en TBE IX, sur un appareil Applied Biosystems 
377 (ABI Prism DNA Sequencer, Perkin Elmer) . 
5 L 1 electrophorese se deroule pendant 7 heures sous 1680 V, 
50 mA. 

Preparation de la solution stock de nucleotides : dATP 
mix pour 16 reactions 

representant ici un melange des quatre nucleotides 
10 triphosphates naturels, appauvri en desoxyadenosine 
triphosphate (appele dATP mix) : on melange 4jaL d 1 une 
solution 1,25 mM de dATP (Promega) avec 4^L de dTTP 
5 mM (Promega), 4jxL de dCTP 5 mM (Promega) 4 jaL de dGTP 
5 mM (Promega) . 
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Tableau 6 

Preparation du Mix commun pour 15 reactions 



Tampon TACS (x5) 

dATP mix 

Taq (5U/J1L) 

Matrice (plasmide 
Bluescript) 



/reaction 
2 

1 KiL 
1 

2 |iL 



/15 reactions 
30 nL 
15 jiL 
15 i^L 
30 ^iL 



5 Preparation de la solution mere 2mM de MATPP : 
(1,17 mg de MATPP est dilue dans 1,04 ml d'H 2 0. 



10 



Tableau 7 

Reactions avec la morpholino ATPP 2mM 





Morpholino 
ATPP 400 *iM 


Morpholino 
ATTP 200 jiM 


Morpholino 
ATTP 100 \iM 


Mix commun 


6 nL 




6 jiL 


Z1M13 Primer (JOE) 


1 ixL 


1 


1 M L 


Morpholino ATPP 2 mM 


2 nL 


1 fj.L 


0.5 \iL 


H 2 0 


1 P L 


2 


2.5 nl_ 



B 13231.3 MDT 



31 



Tableau 8 

Trois reactions de controle avec le didesoxyadenosine 
triphosphate (ddATP) 2,5 mM 





DdATP 250 pM 


Mix comraun 


6 jaL 


Z1M13 Primer (ROX) 


1 jaL 


DdATP 2, 5 mM 


1 (JL 


H 2 0 


2 nL 



Preparation des solutions meres 20 mM et 2mM de MATPPF 

10 

Solution S 0 a 20 mM : diluer 1 1 echantillon (2,2 mg) dans 
110, 5 \iL d'H 2 0 

Solution Si a 2 mM : prelever 10 pL de S 0 et rajouter 
90 pL d'H 2 0 



Tableau 9 

Reactions avec la morpholino ATPPF 20 mM (S 0 ) 





MATPPF 1000 jiM 


MATTPF 5000 jiM 


Mix commun 


6 jiL 


6 |iL 


Z1M13 Primer (JOE) 


1 fiL 


1 |iL 


Morpholino ATPPF 20 mM 


0 , 5 jiL 


2,5 J.IL 


H 2 0 


2, 5 \iL 


0,5 jiL 



20 
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Tableau 10 

Reactions avec la morpholino ATPPF 2 mM (Si) 





MATPPF 500 pM 


MATTPF 200 pM 


Mix commun 


6pL 


6 pL 


Z1M13 Primer (JOE) 


1 pL 


1 pL 


Morpholino ATPPF 2 mM 


2.5 pL 


1 pL 


H 2 0 


0,5 pL 


2pL 



5 Tableau 11 

Quatre reactions de controle avec le didesoxy adenosine 
triphosphate (ddATP) 2,5 mM 





ddATP 250 fiM 


Mix commun 


6 


Z1M13 Primer (ROX) 


1 


ddATP 2, 5 mM 


1 nL 


H 2 0 


2 nL 



10 

On donne sur la figure 2 les resultats obtenus 
avec le morpholino A putrescine a 100 pM et le morpholino. 
A fluoresceine a 5 mM, entre la 90 6rae et la 250* me base. 

On constate done que ces deux derives agissent 
15 bien comme des terminateurs de chaine. De plus, il est a 
noter que les reactions effectuees avec le derive 
fluorescent, le morpholino A fluoresceine, ont ete 
detectees par le fluorophore porte par ce derive : on a 
done prepare un terminateur de chaine fluorescent. 

20 
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Exemple 7 : Utilisation des morpholino A putrescine 
(MATPP) et morpholino A fluoresceine (MATPPF) pour le 
marquage ma trice-dependant de fragments d'ADN en 3 1 ; 
test de 1 1 incorporation enzymatique de ces composes par 
5 trois polymerases (Taq, Klenow, Klenow Exo Free) et une 
transcriptase inverse . 

Ces deux derives de nucleosides triphosphates 
sont testes en incorporation enzymatique pour marquer un 
oligonucleotide de 13 bases de long en son extremite 3'. 

10 Ce marquage est dit "matrice dependant" car les enzymes 
utilisees ont besoin de la cible complementaire pour 
allonger 1 1 oligonucleotide selon les regies de Watson & 
Crick. La sequence A (17870 pmol/mL) etudiee ainsi que sa 
cible C (16128 pmol/mL) sont donnees dans la figure ci- 

15 dessous : 

Cible C : ^-TGC CAA CCA ACC CCA CCT CAA CCT CTG-5' 

Amorce A : 5'-ACG GTT GGT TGG G (1 3 bp) 

Fragments attendus : 5 f -ACG GTT TGG GGT GGA (1 8 bp) 
20 et longueurs (bp) :5'-ACG GTT GGT TGG GGT GGA GTT GGA (24 bp) 

5'-ACG GTT GGT TGG GGT GGA GTT GGA GA (26 bp) 
5'-ACG GTT GGT TGG GGT GGA GTT GGA GAC (27 bp) 

Trois enzymes sont utilisees pour ce marquage : 
25 la Taq DNA polymerase (Boehringer Mannheim) , la Klenow 
(Boehringer Mannheim) et la Klenow Exonuclease Free 
(Amersham Life Science). L f amorce est marquee en son 
extremite 5 1 par incorporation de 32 P phosphate- avec le 
kit "Ready to go" T4 Polynucleotide Kinase (Pharmacia 
30 Biotech). L' amorce radiomarquee est notee A*. 

On prepare les tampons de reaction des trois 
enzymes pour 10 reactions : 

35 



34 

Tableau 12 



5 



(en jiL) 


Reaction Taq 


Reaction 
Klenow Exo 
Free 


c 


50 


50 


A 


10 


10 


A* 


10 


10 


Tp 10X 


50 


50 


H 2 0 


50 


50 




Tahl pan 13 




(en |xL) 


Reaction 
Klenow 




C 


50 




A 


10 




A* 


10 




Tp 5X 


100 




H 2 0 


0 





Les enzymes sont ensuite diluees de la fagon 
suivante, pour 10 reactions : 
10 -Taq (5U/|jL): 10X0,1 pL de Taq + 10X15,5 pL d'H 2 0 

- Klenow (20U/pL) : 10X0,1 de Klenow + 10X15,5 jjL d'H 2 0 

- Klenow Exo Free (5U/pL) : 10X0,1 pL de Klenow Exo Free + 10X15,5 pL d'H 2 0. 

On prepare egalement. des solutions contenant 
les nucleosides triphosphates normaux : 
15 - Solution "2P" composee d 1 un melange de dGTP et dTTP a 

0,1 mM chacun 

- Solution "4P" composee d'un melange de dATP, dCTP, 
dGTP et dTTP a 0, 1 mM chacun 

Les reactions de mises en ceuvres sont decrites 
20 dans le tableau 14 suivant : 
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r- 


o 


to 


o 


o 


o 


CN 


15,6 | 


CO 


=4. 
O 


r- 




O 


o 


o 


1,25 


11,15 


15,6 


r- 


s 

a. 

o 
o 

CN 


r- 




O 


o 


o 






15,6 




=4. 

o 
o 


r- 
»— < 


<o 


o 


o 


o 


o 


CN 


15,6 




2,5 mM 


r- 




o 


o 


6,25 


o 


6,15 


15,6 




O 






o 


1,25 


o 


o 


11,15 


15,6 


m 


=4. 
O 

o 

CN 


r- 


*n 


o 




o 


o 




15,6 


tN 


=4. 

O 
O 




*o 


o 


o 


o 


o 


r- 

CN 


15,6 








o 


o 


o 


o 


o 


m 

CO 


o 


c 




Reaction 


CL, 
CN 


"4P" 


MATPP 2 mM 


MATPPF 20 mM 


MATPPF 2mM 


O 
X 


Enzyme 



R 1 ^7^1.3 MOT 
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Le morpholino A putrescine est ainsi teste 
a trois concentrations : 400, 200 et 50 \xM tandis que 
le morpholino A fluoresceine est mis en reaction a 
2,5 mM, 400, 200 et 50 \iM. 
5 Avant l'ajout de l r enzyme, le melange est 

denature a 94 °C pendant 5 minutes. Puis on laisse 
revenir a temperature ambiante afin que 1 1 hybridation 
ait lieu- L f elongation est effectuee a 70°C pour la 
Taq, 37 °C pour les deux Klenow, et ce pendant 

10 10 minutes. Enfin, le milieu est a nouveau denature par 
une solution de formamide et chauffage a 90 °C pendant 
5 minutes avant d'etre depose sur un gel de 
polyacrylamide. La separation est effectuee par 
electrophorese a 2000 V. La lecture du gel est faite au 

15 Phosphorimager ; les resultats obtenus sont montres sur 
la figure 3. 

Sur cette figure, les pistes numero 1 
servent de controle de migration de 1 1 oligonucleotide A 
marque. Cet oligonucleotide a une longueur de 13 bases 

20 (13-mer) . Les pistes 2, 3 et 4 permettent de suivre 
1 1 allongement de 1 1 oligonucleotide A et 1 1 incorporation 
du morpholino A putrescine. Dans ces conditions, seuls 
les nucleotides dGTP et dTTP (solution "2P") ont ete 
ajoutes et sont utilisables par l 1 enzyme pour proceder 

25 a 1' extension de l r amorce. La presence du morpholino A 
putrescine dans le milieu reactionnel permet son 
incorporation au niveau de la base 18. Un temoin a ete 
effectue, en ne mettant dans le milieu que le melange 
"2P" ; dans ce cas, l 1 enzyme poursuit son extension 

30 jusqu'a la I7* me base puisqu'elle n'a pas de derive de 
l 1 adenosine pour continuer sa polymerisation. Ainsi, la 
difference de migration entre ce temoin, long de 17 
bases, et les reactions 2, 3 et 4 confirme 
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1' incorporation du MATPP et 1 ' interruption de 
l 1 elongation de la chaine. Les reactions 5 a 
8 correspondent aux memes reactions avec le morpholino 
A f luoresceine. La encore, le MATPPF est bien incorpore 
5 et arrete la polymerisation du brin complementaire . On 
note toutefois pour les deux Klenow, qu'il y a eu 
parfois incorporation d'une autre base (G ou T) a la 
place du derive morpholino. En effet, on trouve dans 
ces cas des produits d' elongation, correspondant aux 

10 18- et 24-mer. 

Le puits 9 (voir figure 4) est une reaction 
de controle : le milieu reactionnel contient les 
4 desoxynucleotides normaux et peut de ce fait allonger 
l'amorce jusqu'a son extension maximale, c'est-a-dire 

15 jusqu'a obtention du 27-mer. 

En conclusion, les trois enzymes 
incorporent le morpholino A putrescine et le morpholino 
A fluoresceine dans toutes les concentrations testees, 
y compris aux plus faibles concentrations. 

20 La capacite des transcriptases inverses a 

incorporer les derives morpholinonucleotides au cours 
de 1' extension d' oligonucleotides a ete confirmee. Dans 
ce test, la transcriptase inverse (M-MLV, Promega ; 
activite : 200 000 U/mL) est choisie comme modele. 

25 Cette derniere est capable de synthetiser un brin d'ADN 
complementaire d'une cible (ADN ou ARN) , a partir d'une 
amorce oligonucleotide, en presence de nucleosides 
triphosphates . On teste done les morpholino A 
putrescine et morpholino A fluoresceine a des 

30 concentrations finales de 250 jaM. Une copie de controle 
est aussi deposee sur le gel, avec les quatre 
nucleosides triphosphates de la solution "4P". 
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La sequence de la cible C (27-mer, 16128 
pmol/mL) est celle de 1' amorce B (14-mer, 56368 
pmol/mL) sont montrees ci-dessous. Cette amorce B, 
marquee de fagon radioactive est notee B*. 
5 La solution B* contient alors 10 pmol de 

1' amorce B dans un volume de 50 pL. On dilue egalement 
les solutions de C et B dix fois ; ces solutions sont 
notees respectivement C/10 et B/10. 

1 0 Cible C : 3'-TGC CAA CCA ACC CCA CCT CAA CCT CTG-5' 
Amorce B : 5*-ACG GTT GGT TGG GG (14 bp) 

Tableau 15 

15 



(en JJ.L) 


Reaction 
1 


Reaction 
2 


Reaction 
3 


Reaction 
4 


C/10 


2 


2 


2 


0 


B* 


5 


5 


5 


5 


B/10 


3 


3 


3 


0 


Tampon 5X 


4 


4 


4 


0 


MATPP 2 mM 


2,5 


0 


0 


0 


MATPPF 2 mM 


0 


2,5 


0 


0 


" 2 P " 


2,5 


2,5 


0 


0 


ii 4 pH 


0 


0 


2,5 


0 


H 2 0 


0 


0 


0 


15 


Enzyme 


1 


1 


1 


0 



Comme precedemment, le melange est 
denature, avant l'ajout de l'enzyme, a 94°C pendant 
5 minutes et on laisse revenir a temperature ambiante. 
20 L ! elongation se fait a 37 °C pendant 60 minutes. Le 
milieu est denature par une solution de formamide et 
chauffage a 90 °C pendant 5 minutes avant d'etre depose 
sur un gel de polyacrylamide . La separation se fait par 
electrophorese a 1500 V. La lecture du gel est faite au 
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Phosphorimager ; les resultats obtenus sont donnes sur 
la figure 4. 

Sur cette figure, la piste 4 permet 
d'estimer la longueur de 1' amorce B marquee. La piste 
5 3 montre 1 ' allongement maximal de 1' amorce B jusqu'a un 
produit final de 27 paires de bases en presence des 
4 desoxynucleotides naturels. Les reactions 1 et 
2 montrent que les derives morpholino sont incorpores 
au cours de 1' elongation de 1' amorce B par la 

10 transcriptase inverse. Cette incorporation est 
quantitative et fournit un produit de 18 paires de 
bases (en absence de derive morpholino, 1' extension est 
bloquee a la 17 6me base) . 

En conclusion, les derives morpholino sont 

15 tres bien reconnus par la transcriptase inverse et 
incorpores dans les amorces en cours d' allongement 
selon un processus base specif ique. 
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REVINDICATIONS 



1. Procede de fabrication d'un fragment 
d'acide nucleique (ADN ou ARN) marque en 3', qui 
comprend 1' incorporation enzymatique d'un derive de 
nucleotide ayant pour precurseur un compose de 
formule : 



O 



OH 



OH 



HO P O p O P O 



OH 



(I) 



10 



15 



20 



R2 

dans laquelle R 1 represente une base nucleique et R\ 
represente un groupe repondant a l'une des formules 
suivantes : _ 
-(CH 2 ) n -NH 2 -(CH 2 ) n -SH 
-(CH 2 ) n -COOH -(CH 2 ) n -OH 



- (CH 2 ) n -NH-R 3 

- (CH 2 ) n -CO-R 3 



-(CH 2 ) n -SR 3 
- (CH 2 ) n -OR 3 



dans lesquelles n est un nombre entier allant de 1 a 

12 et R 3 est un groupe derive d'un raarqueur, d'une 

proteine, d'une enzyme, d'un acide gras ou d'un 

peptide, a l'extremite 3' OH du fragment d'acide 
nucleique. 



25 



2. Procede de modification d'un fragment 
d'acide nucleique par incorporation enzymatique en 3' 
d'un morpholino-nucleotide modifie ayant pour 
precurseur un compose repondant a la formule : 
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10 



15 



20 



HO P O P O P O 



OH 



OH 



OH 



0) 



R2 

dans laquelle R 1 represente une base nucleique et R 2 
represente un groupe repondant a l'une des formules 
suivantes : 

- (CH 2 ) n -NH-R 3 
-(CH 2 ) n -CO-R 3 
-(CH 2 ) n -SR 3 
-(CH 2 ) n -OR 3 

dans lesquelles R 3 represente un compose choisi parmi 
les photoreticulants, les acides gras, les peptides 
hydrophobes, les anticorps, les enzymes et les 
f luorophores . 



3} Procede de sequencage d'un acide 
nucleique (ADN ou ARN) par la technique de 
polymerisation enzymatique de la sequence 

complementaire de cet acide nucleique en utilisant des 
terminateurs de chaines, dans lequel au moins l'un des 
terminateurs de chaines a pour precurseur un compose 
repondant a la formule : 



OH 



OH 



HO P O p O P O 



OH 



I 

R2 



(I) 
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clans laquelle R 1 represente une base nucleique et R 2 
represente un groupe repondant a l'une des formules 



suivantes : 

-(CH 2 ) n -NH 2 -(CH 2 ) n -SH 
5 - ( CH 2 ) n-COOH - ( CH 2 ) n -0H 

- (CH 2 ) n-NH-R 3 - (CH 2 ) n -SR 3 

- (CH 2 ) n-CO-R 3 - (CH 2 ) n-OR 3 

dans lesquelles n est un nombre entier allant de 1 a 
12 et R 3 est un groupe derive d'un marqueur, d'une 
10 proteine, d'une enzyme, d'un acide gras ou d'un 
peptide . 

4. Procede selon la revendication 1, 2 ou 
3, dans lequel 1' enzyme est le fragment de Klenow de 

15 l'ADN polymerase. 

5. Procede selon la revendication 1, 2 ou 
3, dans lequel 1' enzyme est une polymerase 
thermoresistante d'une bacterie Thermophile ou la 

20 terminale transferase ou la transcriptase inverse. 

6. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, dans lequel la base nucleique est 
une base nucleique naturelle choisie parmi 1' adenine, 

25 la guanine, la cytosine, la thymine, l'uracile, la 
xanthine, 1 ' hypoxanthine, la 2-aminopurine et leurs 
derives. 

7. Procede selon l'une quelconque des 
30 revendications 1 a 5, dans lequel R 1 repond a l'une de 

formules suivantes : 
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T C A G 



8. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, dans lequel le marqueur est 

5 choisi parmi les produits radioactifs, les produits 
luminescents, electroluminescents et fluorescents, les 
molecules capables de se coupler a d'autres molecules, 
les molecules autorisant des interactions du type 
antigene-anticorps, et les marqueurs enzymatiques. 

10 

9. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, dans lequel R 3 est un 
f luorophore . 



15 10. Procede selon la revendication 

lequel R 3 est choisi parmi les derives 
fluoresceine, de la biotine et de la rhodamine. 

11. Procede selon la revendication 1, 2 ou 
20 3 dans lequel le derive, le morpholino-nucleotide 

modifie, ou le terminateur de chaine est le compose (I) 
sous forme de monophosphate. 

12 . Morpholino-nucleotide repondant a la 

25 formule : 



9, dans 
de la 



OH 



OH 



OH 



R2 



1 2 

dans laquelle R est 1' adenine et R represente -CH2- 
COOH, -(CH 2 )4-NH 2 ou - (CH 2 ) 4-NH-R 3 pec R 3 representant 
un groupe derive de la f luoresceine^ 



13 y Morpholino-nucleotide de formule 
O P O 



HO- 



OH 



P O 



OH 



OH 



(I) 



R2 



dans laquelle R 1 est la thymine et R 2 represente -CH 2 - 
COOH . 



14. Procede de fabrication d' un morpholino- 
nucleotide de formule : 




B 13231.3 MDT 



45 



15 



20 



25 



1 2 

dans laquelle R represente une base nucleique et R 
represente un groupe repondant a l'une des formules 
suivantes : 

-(CH 2 ) n -NH 2 -(CH 2 ) n -SH 
- ( CH 2 ) n -C00H - ( CH 2 ) n ~0H 



-(CH 2 ) n -NH-R J 
-(CH 2 ) n -CO-R 3 



-(CH 2 )„-SR 3 
-(CH 2 ) n -OR 3 



dans lesquelles n est un nombre entier allant de 1 a 



12 et 



est un groupe derive d'un marqueur, d'une 



10 proteine, d'une enzyme, d'un acide gras ou d'un 
peptide, la reaction d'un nucleoside triphosphate de 
formule : 



HO- 



OH 



OH 



OH 




HO OH 

dans laquelle R 1 a la signification donnee ci-dessus, 
avec un periodate, un compose de formule R NH 2 dans 
laquelle R a la signification donnee ci-dessus et du 
borohydrure de sodium. 

y^lS^!) Utilisation d'un morpholino-nucleotide 

de formule 



OH 



HO P O p O P O 



OH 



OH 



Rl 



(I) 



R2 
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dans laquelle R 1 represente une base nucleique et R 2 
represente un groupe repondant a l'une des formules 
suivantes : 

-(CH 2 ) n -NH 2 -(CH 2 ) n -SH 

- ( CH 2 ) n-COOH - ( CH 2 ) n -0H 

- (CH 2 ) n-NH-R 3 - (CH 2 ) n"SR 3 

- (CH 2 ) n -CO-R 3 - (CH 2 ) n'OR 3 

dans lesquelles n est un nombre entier allant de 1 a 
12 et R 3 est un groupe derive d' un marqueur, d' une 
proteine, d'une enzyme, d'un acide gras ou d' un 
peptide, pour le marquage de fragments d'ADN ou d'ARN. 
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L' invention concerne egalement 1' utilisation d'un 
derive de nucleotide ayant pour precurseur un compos§ de 
formule (I) pour le marquage en 3' de fragments d' acide 
nucleique (ADN ou ARN) par incorporation enzymatique du derive 
5 de nucleotide a 1'extremite 3' OH du fragment d' acide nucleique. 

L' enzyme utilisee peut etre le fragment de Klenow 
de 1' ADN polymerase, et on utilise alors une matrice ou 
template pour fixer le morpholino-nucleoside sur le fragment 
d' acide nucleique qui sert d' amorce . 

10 1/ enzyme utilisee peut aussi etre une polymerase 

thermoresistante d'une bacterie thermophile ou la terminal 
transferase ou la transcriptase inverse. 

Les fragments d'ADN ou d'ARN ainsi marques sont 
utilisables pour bloquer toute ligation ulterieure et assurer 

15 une protection contre les exonucl^ases, ainsi que pour d£tecter 
des fragments d'ADN ou d'ARN. 

On peut encore utiliser un morpholino-nucl§otide 
modi fie ayant pour precurseur un compose de formule (I) pour 
modifier un fragment d' acide nucleique (ADN ou ARN) par 

20 incorporation enzymatique a 1'extremite 3' de celui-ci d'un 
morpholino-nucleotide modifie ayant pour precurseur un compost 
de formule (I) comprenant en R 3 un compose choisi parmi les 
photor^ticulants par exemple pour reticulation sur ADN ou sur 
un support quelconque ; les acides gras, les peptides 

25 hydrophobes, les anticorps, par exemple pour faciliter la 
penetration dans les cellules, les enzymes ou parties d' enzymes 
telles que les phosphatases alcalines, les peroxydases, les 
acetylcholinesterases pour la detection, les enzymes de 
restriction pour le clivage de 1 ' ADN vicinal, et les 

30 f luorophores . 

Cornme precedemment 1' incorporation de ce 
morpholino-nucleotide modifie est effectuee par voie 
enzymatique- Les bases azotees, les marqueurs et les 
enzymes utilisables peuvent etre les memes que ceux 
35 precites. 
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Selon 1' invention, le derive cie nucleotide/ le 
morpholino-nucleotide modifie et le terminateur de chaine 
utilises respectivement pour le marquage en 3' de 
fragments d'acide nucleique, pour la modification de 
5 fragments d'acide nucleique ou pour le sequengage d'un 
acide nucleique, peuvent etre le compose (I) sous forme 
de monophosphate. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaitront mieux a la lecture de la 
10 description qui suit d'exemples de realisation, donnes 
bien entendu a titre illustratif et non limitatif, en 
reference au dessin annexe. 

Breve description des figures 

La figure 1 est un diagramme illustrant les 
15 resultats obtenus pour le sequengage d'ADN plasmidique 
avec le terminateur de chaine de 1' invention (courbe en 
trait plein) et avec le terminateur de chaine de l'art 
anterieur (courbe en tirets) . 

La figure 2 est un diagramme illustrant les 
20 resultats obtenus en testant les morpholino A putrescine 
(MATPP) et morpholino A fluoresceine (MATPPF) en 
sequengage . 

La figure 3 est un schema illustrant le 
resultat sur gel de polyacrylamide d'un test permettant 
25 de suivre 1 1 allongement d'un oligonucleotide A et 
1 ' incorporation de morpholino A putrescine. 

Expose detaille des modes de realisation 

Les exemples 1 a 4 qui suivent, illustrent la 
synthese de morpholino-nucleotides de formule (I) . 
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Exemple 3 : Syn these de la 4- [5 ( (2-aminobutyl) - 
thioureidyl) fluorescein) ] -2- (adenosin-9-yl) -6- (hydroxy- 
methyl) -morpholine- 6- triphosphate (morpholino A pu- 
trescine-f luoresceine) . 

5 Ce compose repond a la formule (I) avec R 1 

representant 1' adenine, et R 2 representant (CH2>4NHR 3 ou R 3 
est un groupe derive de la f luoresceine . 

Toutes les reactions sont conduites a la 
temperature ambiante, sous agitation magnetique, dans un 
10 ballon de 100 mL. 

On ajoute en trois fois et progressivement a 
200 mg (0,3 iranol, 1 eq. ) de la Morpholino A putrescine de 
1' exemple 2, dans un melange eau/pyridine (1/1), 184,9 mg 
(0,5 mmol, 1,5 eq.) de f luoresceine isothiocyanate . Le 
15 milieu est agite pendant 4 8 heures avant d'etre evapore a 
sec. 

Une analyse par chromatographie en polarite de 
phase inversee sur la colonne Merck LiChrocart 125-4 
LiChrospher 100 RP-18 ( "endcapped" , 5 pm, 125x4 mm), avec 
20 un debit de 1 mL/min en utilisant comme eluant : TEAA 
25mM/MeOH [97/3], indique un rendement d'environ 48% 
(k f =7,51). 

Purification : elle est faite par chromatographie "flash" 
25 sur une colonne de silice a polarite de phase inversee 
C-18 (Econosil prep 90, Alltech, France). L'eluant est un 
gradient eau/MeOH . 

Caracterisation : 

30 - RMN X H : S (ppm) : 8,57 (s, 1H, H2), 8,31 (s, 

1H, H8), 8,20-6,65 (9H, f luoresceine) , 5,79 (dd, 1H, 
HI'), 4,25(m, 1H, H4 f ) , 4,11 (m, 2H, H5 ' , H5"), 3,60 (s, 
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L' invention concerne egalement 1' utilisation d'un 
derive de nucleotide ayant pour precurseur un compose de formule (I) 
pour le marquage en 3' de fragments d'acide nucleique (ADN ou 
ARN) par incorporation enzymatique du derive de nucleotide a 
l'extremite 3 'OH du fragment d'acide nucleique. 

Elle concerne aussi le procede de frabrication 
d'un fragment d'acide nucleique (ADN ou ARN) marque 3' par 
incorporation enzymatique du derive de nucleotide mentionne ci- 
dessus A l'extremite 3' OH du fragment d'acide nucleique. 

L' enzyme utilised peut etre le fragment de Klenow 
de l'ADN polymerase, et on utilise alors une matrice ou 
template pour fixer le morpholino-nucleoside sur le fragment 
d'acide nucleique qui sert d' amorce. 

L' enzyme utilisee peut aussi etre une polymerase 
thermoresistante d'une bacterie thermophile ou la terminal 
transferase ou la transcriptase inverse. 

Les fragments d'ADN ou d'ARN ainsi marquees sont 
utilisables pour bloquer toute ligation ulterieure et assurer 
une protection contre les exonucleases, ainsi que pour detecter 
des fragments d'ADN ou d'ARN. 

On peut encore utiliser un morpholino-nucleotide 
modifie ayant pour precurseur un compose de formule (I) pour 
modifier un fragment d'acide nucleique (ADN ou ARN) par 
incorporation enzymatique a l'extremite 3' de celui-ci d'un 
morpholino-nucleotide modifie ayant pour precurseur un compose 
de formule (I) comprenant en R 3 un compose choisi parmi les 
photoreticulants par exemple pour reticulation sur ADN ou sur 
un support quelconque ; les acides gras, les peptides 
hydrophobes, les anticorps, par exemple pour faciliter la 
penetration dans les cellules, les enzymes ou parties d' enzymes 
telles que les phosphatases alcalines, les peroxydases, les 
acetylcholinesterases pour la detection, les enzymes de restriction 
pour le clivage de l'ADN vicinal, et les f luorophores . 

Comme precedemment 1' incorporation de ce 
morpholino-nucleotide modifie est effectuee par voie 
enzymatique. Les bases azotees, les marqueurs et les enzymes 
utilisables peuvent etre les merries que ceux precites. 
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